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HE: [H RREH Xanthium sibiricum 活性 物质 一 一 环 氧 苍 耳 素 I 对 菜 青虫 的 作用 机 理 。【 人 方法】 采用 人 饲 喂 法 
处 理 4 龄 菜 青 虫 Pieris rapae, 测试 从 苍 耳 中 分 离 提 纯 的 环 氧 苍 耳 素 工 ( 为 倍 半 熙 内 酯 类 物质 ) 对 全 青虫 中 肠 和 蛋 日 
酶 、 淀 粉 酶 和 羧 酸 酯 酶 活性 的 影响 。 【结果 ]】 环 氧 苍 耳 素 I 对 和 蛋白酶 活性 的 抑制 最 强 , 处 理 后 12, 24 和 48 h, XA 
虫 中 肠 蛋 昌 酶 抑制 率 分 别 为 20.95% , 29.3896 和 50. 0696 ; 其 次 为 尝 粉 酶 , 抑制 率 分 别 为 11. 8996 , 39. 0196 和 
31.92% 。 同 时 ,中 肠 羧 酸 酯 酶 活性 在 处 理 后 12 h 与 对 照 之 间 无 显著 变化 , 24 h 时 活性 被 显著 抑制 , 而 48 h 时 活 
性 却 明 显 高 于 对 照 。【 结论 ] 环 氧 苍 耳 素 对 昆虫 中 肠 消化 酶 活性 的 抑制 , 可 能 是 引起 昆虫 表现 取 食 抑制 和 生长 
发 育 不 良 的 重要 原因 之 一 。 
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Effect of epoxyxanthatin | from Xanthium sibiricum ( Asteraceae) on the 
activity of midgut digestive enzymes and carboxylesterase in Pieris rapae 
( Lepidoptera. Pieridae) larvae 
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410007 , China) 

Abstract. [ Aim] This study aims to reveal the mechanism of epoxyxanthatin [ (sesquiterpe lactone 
from Xanthium sibiricum) on Pieris rapae larvae. [Methods] The activity of midgut protease, amylase 
and carboxylesterase in P. rapae larvae were investigated by feeding to 4th larvae of P. rapae. [Results] 
Epoxyxanthatin | showed the most obvious inhibition on midgut protease, whose activities were inhibited 
20.9596 , 29. 3896 and 50.06% at 12 h, 24 h and 48 h after treatment respectively, while it showed the 
less obvious inhibition on midgut amylase, whose activities were inhibited 11. 8996, 39. 01% and 
31.9296 , respectively. Meanwhile, no significant differences in carboxylesterase activity were detected 
between the controls and the epoxyxanthatn | treated samples at 12 h after treatment, while the activity 
was obviously inhibited at 24 h after treatment and significantly increased at 48 h after treatment compared 
with that of the control. [Conclusion] The results suggest that the inhibition effect of epoxyxanthatin I 
on midgut digestive enzymes of insects may be one of the causes to inhibit feeding and growth of insects. 
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carboxylesterase; enzyme activity 


fi 2E dE P PS ( sesquiterpene lactones ) E 25 fl 是 苑 耳 属 Xanthium 植物 的 重要 次 生物 质 (McMillan 
( Compositae 或 Asteraceae ) 植物 的 特征 性 成 分 , 也 ef al., 1975; Ahmed et al. , 1990; Adekenov, 1995; 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (30970421 ) ; 湖南 省 自然 科学 基金 重点 项 目 (06JJ20099 ) ; 湖南 省 教育 厅 重 点 科研 项 目 (10A077); 湖南 师 
范 大 学 化 学 生物 学 及 中 药 分 析 教 育 部 重点 实验 室 开放 基金 (KLCBTCMR2009-12) 

作者 简介 : AR, 女 , 1965 FE, WATIA, 博士 , 教授 , 主要 从 事 植物 源 昆虫 行为 调控 剂 和 化 学 生态 学 研究 , E-mail: zhoujoan@ hunnu. edu. cn 

“通讯 作者 Corresponding author, E-mail: zhoujoan@ hunnu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2010-09-09 ; 接受 日 期 Accepted: 2011-01-31 


730 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 卷 


Mahmoud, 1998) , GEF FAF ERS AAR 
烷 型 和 裂 愈 创 木 烷 型 内 酯 化 合 物 〈( 张 晓 琦 等 ， 
2001) ， 具 有 多 种 生物 活性 , 包括 抑制 昆虫 生长 发 
育 (Kawazu et al., 1979) , 抗原 虫 和 病毒 (Lavault et 
al., 2005) ， 抗菌 (Sato et al., 1997), HU kg D 25 
( Harada et al., 1985) 以 及 细胞 毒性 等 作用 
( Roussakis et al., 1994) 。 

对 苍 耳 Xanthium sibiricum Patrin ex Widder 活性 
次 生物 质 的 系统 研究 表明 , 苑 耳 叶 的 乙酸 乙 酯 鞭 取 
物 中 分 离 的 多 个 组 分 中 ,以 倍 半音 内 酯 类 化 合 物 
(主要 成 分 y: 4B, 5B-epoxyxanthatin-la, 4a- 
endoperoxide, ， 人 简称 环 氧 苑 耳 素 DL) 活性 最 高 ,具有 
对 多 种 害虫 的 拒食 、 生 长 发 育 抑制 和 产 卵 忌 避 等 活 
HEARSE, 2007, 20090), 且 活 性 高 于 博 落 回 生 物 
碱 ( 周 珠 等 , 2008 ) 。 本 文 报道 了 环 氧 苑 耳 素 工 对 某 
育 虫 中 肠 消 化 酶 和 酯 酶 活性 的 影响 ,为 研究 苑 耳 对 
沫 青 忠 的 取 食 抑制 和 生长 发 育 揣 制 机 理 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

环 氧 苍 耳 素 工 (4B,S$B-epoxyxanthatin-la ,4a- 
endoperoxide ， 分 子 式 C,,H4,0,) : 新 鲜 苍 耳 采 上 自 湖 
南 省 湘潭 市 郊 , 经 提取 、 茶 取 、 不 同 极 性 溶剂 梯度 
硅胶 柱 层 析 和 重 绪 品 获得 ( 周 斑 等 , 2009) ,目标 化 
合 物 含量 在 95% VJ E, 其 结构 经 LC-MS, GC-MS 和 
元 素 分 析 仪 表征 。 以 0.1 g/mL 甲醇 液 冰箱 (8%C ) 
保存 , 测试 前 临时 稀释 。 

小 白菜 Brassica chinensis L. 播种 在 威 有 营养 土 
的 塑料 花 命 中， 置 于 500 mm x500 mm x500 mm 的 
铝 合金 养 虫 党 中 , 在 室外 自然 光 和 自然 温 湿度 条 件 
PAGE, 整个 生长 期 不 施用 任何 农药 , 待 长 出 5 ~6 
片 以 上 真 叶 时 供 试 。 

3X H Hi Pieris rapae L. 采 目 湖南 省 长 沙市 未 施 
农药 的 目 种 蔬 某 地 , 在 室内 (25C , 70% - 8096 RH, 
12L: 12D) 用 自 种 的 小 白 且 进行 续 代 饲养 。 
1.2 方法 
1.2.1 试 虫 的 处 理 : 将 环 氧 共 耳 素 IH mAH 
饮水 稀释 至 0.005 g/mL, 浸渍 时 请 3 s, 适当 目 然 
了 晾 和 干 后 饲 喂 健康 且 大 小 一 致 的 已 饥饿 3 h 的 4 龄 菜 
青虫 , 分 别 取 处 理 后 12, 24 和 48 h 存活 的 幼虫 供 
试 , 对 照 试 虫 以 相应 浓度 的 甲 酵素 馏 水 洲 液 浸渍 时 
Hr] 
1.2.2. 中 肠 酶 液 制备 : 取 存 活 的 4 龄 来 青虫 , 将 试 


EREE, 在 0 ~4C 下 迅速 解剖 , Hj 0.15 mol/L 
NaCl 溶液 冲 去 体液 , METARA, REAS 
物 , TE 0. 15 mol/L NaCl 冰 浴 中 勺 浆 至 无 明显 组 织 
H, 是 容 至 1 mL/ 虫 , 勾 浆 液 在 11 200 rpm, 4C 下 
离心 15 min, 取 上 清 液 作为 测试 中 肠 酶 液 。 用 PBS 
稀释 5 ~ 20 倍 进 行 酶 活性 测定 。 以 上 操作 均 在 冰 盘 
中 进行 。 每 处 理 10 AKER, 重复 3 次 。 

1.2.3 FPEM EWE: 采用 考 己 斯 亮 蓝 法 
( Bradford, 1976) , PREE E129 ^F MIL I REO HX 
稀释 5 倍 的 待 测 酶 液 0.5 mL， 加 和 蛋白质 试剂 2. 5 
mL, #5, 30% 水 浴 5 min, 测定 ODs fH c VJ 0.5 
mL ZKM EAEAN] 2.5 mL 调 零 。 每 处 理 3 次 
重复 , 每 个 数值 测 3 次 。 对 照 标 准 曲线 , 求 出 蛋白 
US E. 

1.2.4 HPEH HEJME: 采用 福 林 法 ( 须 凤 
高 ，1999), 标准 曲线 用 酷 氨 酸 制作 。 取 酶 液 1 mL, 
MA 2% MEHRI mL, 保温 15 min, 加 入 2 mL 的 
0.4 mol/L 三 氯 乙 酸 中 止 反 应 。 反 应 混合 物 水 浴 
20 min, 在 11 200 rpm, 4C 下 离心 15 min 后 , 取 上 
清 液 1 mL, 加 入 0.4 mol/Lg E24 5 mL 和 福 林 试剂 
1 mL, 5, 37% 水浴 温 育 20 min 后 , 在 660 nm 处 
测 OD 值 。 每 处 理 3 KER, 每 个 数值 测 3 次 。 计 
算 重 日 酶 的 比 活力 , 单位 为 jg/ mg pro*min, 

1.2.5 中 肠 泻 粉 酶 比 活力 的 测定 : 采用 二 硝 基 水 
杨 酸 法 ( 施 特 尔 马赫 ,1992), 标准 曲线 用 麦芽 粮 制 
作 。 取 酶 液 1 mL, 加 入 pH 5.6 的 柠 柑 酸 缓冲 液 
1 mL, 40C 下 保温 15 min, 加 入 预 热 的 196 GE 3318 
液 2 mL, 40C FP Iz y 5 min 后 , 立即 加 入 0.4 mol/L 
NaOH 溶液 4 mL( 空白 对 照 测定 于 保温 前 加 入 ); 取 
2 mL 反应 液 , 加 3, 5- 二 确 基 水 杨 酸 试剂 2 mL, ib 
水 中 煮沸 5 min, 冷却 后 用 燕 馏 水 稀释 至 25 mL, 用 
分 光 光 度 计 测定 其 0Ds。。 每 处 理 3 KER, 每 个 
数值 测 3 次 。 计 算 淀粉 酶 的 比 活力 , 单位 为 mg/mg 
pro* min, 

1.2.6 中 肠 羧 酸 酯 酶 比 活力 测定 : 参照 陈 长 琨 
(1993 ) 方 法 ,以 反应 生成 a- M W EEN RRI 
酶 比 活力 单位 。 在 试管 中 加 入 待 测 酶 液 1 mL 和 
0.1 mL 毒 扇 豆 碱 (0.$ mg/mL), %4, IE 20 min 
后 (此 时 完全 可 以 抑制 AChE 活性 ) , 加 入 5 mL 的 
0. 3 mmol/L a- 酷 酸 蔡 酯 作 反 应 底 物 , E5, 反应 15 
min, 加 入 1 mL 显 色 剂 , 在 30 水浴 温 育 30 min, 
ill ODao 值 。 每 处 理 3 KER, 每 个 数值 测 3 次 。 
根据 标准 曲线 方程 , 求 转化 生成 的 a- 茶 酚 量 , 计算 
比 活力 ， 以 umol a- 蔡 酚 /mg pro*min 表示 。 
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1.3 数据 处 理 方法 


酶 活性 抑制 率 (% ) = 
对 照 组 酶 的 比 活力 - 处 理 组 酶 的 比 活力 、100 
对 照 组 酶 的 比 活力 


采用 SPSS 11. 0 软件 包 的 成 对 数据 人 检验 和 
EXCEL 软件 处 理 数 据 。 


2 结果 与 分 析 
2.4 环 氧 苍 耳 素 1 对 菜 青虫 中 肠 蛋 白质 含量 的 


环 氧 苑 耳 素 | 处 理 菜 青虫 后 12, 24 和 48 h, 3€ 
青虫 中 肠 蛋 日 质 含量 测定 结果 见 图 1, 可 以 看 出 ， 
处 理 后 不 同时 间 菜 青虫 的 中 上 肠 重 日 质 含量 均 高 于 对 
照 组 , 但 仅 24 h 时 两 者 之 间 达 到 差异 显著 水 平 (P 
< 0.05) ,其余 差异 不 显著 。 
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Fig. 1 


Effect of epoxyxanthatin [ on the content of 
midgut protein of Pieris rapae larvae 

并 列 柱 形 图 上 不 同 小 写字 母 表 示 相 应 数据 经 成 对 样本 的 7- 检验 ,在 
0.05 水 平 差异 显著 ; 下 同 。Different lowercase letters in a pair 
histograms indicated that the two means are significantly different at the 


0.05 level by paired-samples T-test. The same below. 


2.2 ” 环 氧 苑 耳 素 DOSE ES hhi E EA B EE i 71 R53 
影响 

环 氧 苑 耳 素 [处 理 荣 育 虫 后 ,其 中 肠 重 日 酶 活 
性 测定 结果 见 图 2, 可 以 看 出 , 处 理 后 12, 24 和 
48 h 洲 育 虫 中 肠 和 蛋 日 酶 活性 均 明 显 低 于 对 照 , 且 两 
者 之 间 差 寞 显著 (P< 0.05), 重 日 酶 活性 抑制 率 分 
别 为 20.95% ,29.38% 和 50.06% ， 随 处 理 时 间 的 
延长 , 对 重 日 酶 活性 的 抑制 作用 更 强 。 
2.3 ” 环 氧 苑 耳 素 DOSE ES Hi FB BD ve PY BS Eb i 71 83 
影响 

菜 青 虫 中 肠 淀粉 酶 活性 测定 结果 见 图 3， 可 以 
看 出 ， 环 氧 苑 耳 素 上 处 理 后 12, 24 和 48h, KFR 
中 肠 诞 粉 酶 活性 均 明 显 低 于 对 照 , 且 与 对 照 之 间 差 
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图 2 环 氧 苍 耳 素 DNE mp pm EISE 
Fig. 2 Effect of epoxyxanthatin | on the midgut 
protease activity of Pieris rapae larvae 


18 口 对 照 Control BAM Treatment 


淀粉 酶 活性 (mg/mg pro-min) 
Amylase activity 





12 24 48 
处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 


图 3 环 氧 苍 耳 素 工 对 沫 育 虫 中 肠 省 粉 酶 活性 的 影响 
Fig. 3 Effect of epoxyxanthatin | on the midgut 


amylase activity of Pieris rapae larvae 


异 显 著 (P <0.05), 淀粉 酶 活性 抑制 率 分 别 为 
11.89% , 39.01% 和 31.92% 。 
2.4 MACHR 工 对 菜 青 虫 中 肠 羧 酸 酯 酶 比 活力 
影响 

HACHA I 处 理 后 12, 24 和 48 h, 某 青 虫 中 
肠 羧 酸 酯 酶 活性 测定 结果 见 图 4, 可 以 看 出 , 处 理 
后 12 h， 菜 青虫 中 肠 羧 酸 酯 酶 活性 变化 不 大 , 与 对 
照 之 间 差 异 不 显著 (PP >0.05); 24 bh 时, 处 理 组 菜 
青虫 的 中 肠 羧 酸 酯 酶 活性 明显 降低 (P< 0.05) , 15 
性 抑制 率 为 9.83% ; 但 48 h 时 , 酯 酶 活性 回升 , 且 
明显 高 于 对 照 ， 两 者 之 间 差 异 显著 (P< 0.05)。 


3 ”结论 与 讨论 


f 2E E ( sesquiterpenes ) 是 由 异 戊 二 烯 单位 构成 
的 链 状 或 环 状 聚 合体 ,是 分 子 中 含有 15 个 碳 原 子 
的 逢 类 化 合 物 , 可 用 (CsHs )， 表示 , 按 结构 分 为 无 
环 型 、 单 环 型 、 双 环 型 、 三 环 型 和 四 环 型 等 ， 主 要 
FETAR JEJECBE. FRE. SUBE. AERP EJ 
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口 对 照 Control E 处 理 Treatment 
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图 4 SACER | 对 菜 青 虫 中 肠 凑 酸 酯 酶 活性 的 影响 
Fig. 4 Effect of epoxyxanthatin [ on the midgut 


carboxylesterase activity of Pieris rapae larvae 


科 和 檀 香 科 等 植物 中 ,是 植物 精油 的 主要 成 分 之 
一 , 倍 半音 内 酯 是 结构 官能 团 为 内 酶 的 倍 半音 (R 
汉 虹 ,2001) , 含有 的 a, B- 不 饱和 -yy 内 酯 结构 片段 
是 其 生物 活性 的 一 个 主要 功能 团 (Rodriguez， 
1976; 徐 任 生 , 2004) , 许多 植物 的 倍 半 想 内 酯 成 分 
都 具有 对 昆虫 的 拒食 、 产 卵 忌 避 、 生 长 发 育 抑制 、 
毒 杀 活 性 以 及 杀 软 体 动物 活性 : Gören 等 (1996 ) 从 
土耳其 菊 科 稍 蒿 属 植物 Tanacetum praeteritum 的 花 
rH 4R ES — bf 5A 7 8-alpha- 
XI TW A TX R Spodoptera 
littoralis 低龄 幼虫 具有 拒食 活性 , 对 BCI, HT, LU- 
1, COL2, KB, P338, A431 和 LNCaP 等 离休 培养 
细胞 系 具 有 毒 杀 活 性 ; Adekenov( 1995) 从 菊 科 植物 
的 著 属 4cpzeac、 艾 属 Artemisia, R "E 38 jg 
Centaurea, jt 4t. i Inula, v9 3; ]gg Crepis、 层 根 
草 Crepis tectorum 和 大 花红 人 78 Gaillardia 
grandiflora 中 分 离 出 14 PRI SL fS s A PR KK 
似 物 , 对 昆虫 均 有 拒食 和 生长 发 育 抑 制作 用 ; MH 
科 高 山 同 母 兰 Homogyne alpina 分 离 出 来 的 蜂 斗 沫 
内 酯 (bakkenolide ) 对 萌 遂 目 储 粮 害虫 具有 强烈 的 拒 
食 活 性 , 对 性 夜 蛾 Peridroma saucia 的 低龄 幼虫 表现 
出 强烈 的 生长 发 育 抑 制 活 性 (Nawrot et al., 1991) 。 
昆虫 对 食物 的 消化 和 有 效 利用 程度 影响 着 晶 号 
的 生长 发 育 (Slansky and Seriber, 1985) ,抑制 肠 道 
重 白 酶 和 淀粉 酶 等 的 活性 , 可 降低 许多 鳞 翅 目 昆 忠 
肠 道 综合 生理 功能 的 效率 (Timmins and Reynolds, 
1992; Terra and Ferreira, 1994) ,. EE E 4E E4 d 1d PE 
的 抑制 与 植物 对 昆虫 的 抗 性 有 关 (Broadway et al., 
1986), 昆虫 取 食 了 含 蛋 日 酶 抑制 剂 的 食料 后 ， 由 
于 消化 功能 受阻 , 表现 为 生长 发 育 不 恨 ( 王 琛 柱 ， 
1992) 。a- 洗 粉 酶 是 昆虫 消化 系统 中 重要 的 消化 


angeloyloxycostunolide , 


酶 , 它 将 昆虫 体内 的 淀粉 、 糖 原 和 多 糖 衍 生物 水 解 
成 为 可 溶性 双 糖 麦芽 糖 及 单 糖 葡萄 糖 和 果糖 等 ,， 参 
与 体内 的 能 量 代谢 。 抑 制 泻 粉 酶 的 活性 ， 则 能 够 降 
低 昆 虫 体内 糖 类 的 同化 作用 , 从 而 抑制 昆虫 的 生长 
RB (Ishimoto, 1999), 

本 研究 表明 , CHF i AMRA 
CHR DN SET HR FAKE CELTSTR EH BG. DET 
酶 ) 活 力 有 明显 的 抑制 作用 , 处 理 后 24 h 对 两 种 消 
化 酶 活性 的 抑制 率 可 以 高 达 30% EA PACH 
Z I 对 昆虫 中 肠 消 化 酶 活性 的 抑制 , 使 得 食物 的 
营养 转换 不 足 , 影响 昆虫 的 生活 力 , 可 能 是 造成 已 
报道 ( 周 玉 等 , 2009) 研究 中 昆虫 产生 取 食 抑制 (或 
拒食 )、 生 长 发 育 抑制 以 至 幼虫 存活 率 和 晴 羽 化 率 
降低 的 重要 原因 之 一 。 同 时 , 沫 青虫 取 食 含 环 氧 苍 
耳 素 工 的 食物 后 , 中 肠 重 日 质 售 量 增加 , 可 能 与 消 
化 酶 活性 受 抑 制 的 同时 食物 刺激 昆虫 中 肠 促 进 消 化 
酶 的 合成 和 分 弯 有 关 。 

酯 酶 是 属于 oa/B 水 解 酶 系 , 能 够 代谢 酯 类 物质 
的 一 类 酶 的 总 称 , 分 布 于 昆虫 的 各 个 组 织 中 , 具有 
广泛 的 多 态 性 ( 曹 传 旺 等 , 2009 ) ， 羧 酸 酯 酶 (CarE ) 
为 昆虫 体内 重要 的 解毒 代谢 酶 ,参与 各 种 外 源 毒物 
的 代谢 ， 以 起 到 解毒 作用 ( 马 志 卿 等 , 2007) , 并且 
解毒 酶 活性 可 被 诱导 增加 ，CarE 具有 微弱 或 中 等 
程度 的 诱导 性 , 不 同 的 次 生物 质 可 以 使 亚热带 粘 虫 
Spodoptera eridania 幼虫 CarE 的 活性 提高 3596 - 
114% (Yu and Hsu, 1985) 。 非 寄主 有 毒 植物 次 生 
物质 往往 能 抑制 酯 酶 活性 ( 高 希 武 等 ,1998 ) 。 而 取 
食 环 氧 苑 耳 素 | 处 理 的 食料 后 , KARRAR 
酯 酶 的 活性 表现 为 完 抑 制 后 升 高 ,可 能 是 环 氧 苍 耳 
K 工作 为 一 种 外 源 物 , 进入 昆虫 体内 后 ,抑制 了 凑 
酸 酯 酶 活性 ,导致 昆虫 对 其 难以 代谢 ， 同 时 也 抑制 
了 昆虫 的 正常 代谢 ,， BE. 由 于 解毒 功能 的 需要 ， 
部 分 羧 酸 酯 酶 被 诱导 而 导致 活性 增强 。 
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